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Abstract 
Karyotype pattern of the cells ` persistently infected with small plaque- variant viruses : 
isolated from ECHO virus type 11 (gregory strain) was studied after several passages 
of subculture. The results are as follows. | 
1. The mode of chromosome number in infected HeLa cells was 67 (28 94 ) with the 
ange from 62 to 69, while those in uninfected cells (control) v was 68 with the range from 
66 to 68. — 
2. The karyotype analysis of infected cells revealed a decrease in groups B, C and D, 
and an increase in group A, F and G. | | 
3. Such chromosome aberrations as double minutes and dicentrics uu observed in in- 
fected cells. | 


緒 言 
: Hiper and Ellison (1961) は chinese hamster 現象 を みな い が , 感染 細胞 の 染色 体 数 の 変動 や 委 色 体 
胎児 由来 の 。 す で K 異 数 化し て いる 株 化 細胞 を 用 い , の 欠 失 及び 切断 な どの 形態 異常 が 認め られ る と と を 始 


Herpes simplex virus を 感染 し 細胞 変性 や 分 抽 抑 人 制 め て 報告 し た . その 後 , 同様 の 現象 は Nichols and 
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Levan (1962), Aula (1963) (1965), Kuroki (1966), 


Aya and Makino (1966) な ど に よっ て 直接 患者 材 
料 に つい て 観察 され , また , 菩 養 細胞 と ウイ ルス と の 
組合 せ で は Koprowski(1962), Nichols and Levan 
(1964), Utsumi (1965) な ど に よっ て 観察 され て いる . 
これ ら の 報告 か ら 一 般 的 に 言 る る と と は ,。 ウイ ルス 感 
殺 の 結果 認め られ る 筑 色 体 異常 は 。 染 色 体 切 断 。 委 色 
体 細 紛 化 , 紗 無体 形成 異常 が 主 な 変化 で ある , ウ イル ス 
(て よる 委 色 体 の 切断 は 放射 線 や アル キル 化 剤 な ど 化 学 
物質 に よっ て 誘発 され る も の と 多少 異な り , delayed 
isolocus chromatid-type breaks (Ostergren and 
Wakonig 1954) & と よ ば れる 染色 分 体 レ ベル の 切断 ま 
た は Gap を 主 と し , 通常 切断 端 の 再 結合 は ほとん ど 
みれ ら な いと いう 、. 実際 に Makino (1965) は 無菌 性 


伸 。 Bj 


稀 膜 炎 患 者 の 血液 培養 で 高い 比率 に 染色 体 異 営 , 特に 
切断 が 認め られ る と と を 報告 し て いる . 

さき に , 教室 の 陳 (1971) は ECHO ウイ ルス 11 型 
標準 株 で ある Gregory 株 に 大 (Lp), 小 (Sp) 2 種 
の plaque 変異 ウイ ルス が 含ま れ て いる と と を 指摘 し , 
次 いで Lp 及び Sp ウィ ルス と HeLa 細胞 の 組合 
せ で 持続 感染 系 を 得 て , その 機 作 に つい て 若干 の 解析 
を 行なっ た . 因みに ECHO ウゥ ウイ ルス 11 型 は 無菌 性 
籠 膜 炎 や 発疹 症 の 原因 ウイ ルス と し て 知ら れ 我国 で も 
その 流行 例 が 報告 され て いる ( 多 ケ 谷 ) . 著者 は ウイ 


_ ル ス 感 染 細 胞 の 染色 体 変 化 を 系 統 的 に 追 宛 する 目的 で 


実験 を 行なっ て いる が 先ず 今回 は 上 記 の 持続 感染 系 に 


つい て 染色 体 の 形態 変化 を 答 察 し , 興味 ある 2, 3 の 


知見 を 得 た の で 予報 と し た い . 


実験 材料 と 実験 方 法 


ウイ ルス : 教室 の 陳 (1971) に よっ て plaque 純 


化し た Small plaque (Sp) 変異 ウィ ルス を HeLa 
細胞 で 継 代 し , 実験 の た びに large plaque (Lp) Æ 
異 ウ ィ ル ス の 混在 し な いと と を 確か め た . | 
。 細 腹 及 び 持 続 感染 系 の 樹立 10% 邊 血清 及び 0.5% ラ 
クト アル プ ミ ン 加 Hanks 液 で 継 代 し た HeLa 細胞 
を 使用 し た .150ml 容 の 培養 瓶 に 培養 し た 単 層 培 状 
Ago D 33e D E 37C , AREIA (PBSpH 
7.4 で よく 洗 條 し , Sp ウイ ルス (105.5TCD。o/0.2ml) 
2ml を 接種 し た . 37°C 1 時間 保っ た 後 , 維持 培地 。 
2 % 仔 生 血 清 加 Hanks 液 を 加え , 37?C 記 培 養 を 続け 
た . 約 2 週間 後 CPE を まぬがれ た 細胞 を 残し , 維持 液 
を 更新 し て 培養 を 続け た . 約 2 ケ月 後 細胞 集落 を トリ 


プシ ン で 消化 し , 新 め て 継 代 和 培養 し た . 増殖 し た 細胞 


を 更 ら に 継 代 し , 実験 に は 7 な いし 19 代 目 の も の を 使 

用 し た . その 際 の 放出 ウイ ルス の 値 は 約 104-0TCDgo 

/0.2 ml で あっ た . EP | 
染色 体 の 検査 Sp ウイ ルス 持続 感染 HeLa 細胞 並 


びに 未 感 染 の 対照 の HeLa 細胞 は 10 % 生 血清 及び 0.5 


22 ラク ト アテ アルプ ミン 加 Hanks 液 で 150ml の plaque 
用 培養 海 を 用 いて 37^ じ で 供養 し た 。 培養 液 10 ml に 


コル ヒ チ ン (0.5y/ml) を 注射 釘 で 4 て 5 滴 加 え 
metaphase の 状 態 で 細胞 分 裂 を 止め た . コル ヒ チ ン 
滴 加 後 3 時 間 目 に 培養 液 を す て , 0.2% ト リプ シン 液 
を 加え 37°C に 10 分 間 保 温 し , 続い て 瓶 を ふり 細胞 を 
ガラ ス 歴 か ら 剣 離し た . 染色 体 の 検査 の た め の 標 本 作 


" füii Morehead (1960) の 変 法 を 用 いた . すなわち 上 


記 の 刺 離 し た 細胞 浮遊 液 を 遠心 管 に 移し , 境 心 分 離 後 


上 浴 液 の トリ プシ ン を 除き , 0.8%% ク エン 酸 ソ ー ダ 液 


と 0.1MKC1 溶液 を 4 : 1 区 混合 し た 液 で 10 分 間 低 張 


処理 を 行なっ た . と れ を 再度 遠心 し , 上 清 を 捨て , メ 


タ ノ ー ル と 酢酸 を 3 : 1 に 混合 し た カル ノア 液 で 固定 
し た . 遠心 分 離 に よっ て 固定 液 を 2 回 交換 し , 細胞 を 
カル ノア 液 に 再 浮遊 し て , スラ イド 上 に 毛細 管 ピ ペッ 
ト で 2 へ 4 滴 お と し た 後 細胞 を 含む 液 が 一 様 に 拡がっ 
た 頃 を み は か ら っ て , ガス パー ナー 上 で 乾燥 し た ・ 

続い て 位相 差 顕微 鏡 で 染色 体 の 拡がり 具合 を 観察 し 
Giemsa Jr Cie し 標本 を 作製 し た . — | 
染色 体 の 観察 : 持続 感染 HeLa 細胞 並び に 未 感 染 
の 対照 HeLa 細胞 の metaphase を それ ぞ れ 40 個 
及び 20 個 ずつ 検 鏡 し 顕微 鏡 写 真 と し た 後 詳細 分 板 し 
rpm l 


実 験 成 積 


- 先ず 末 感 染 の 対照 HeLa 細胞 株 の 楽 色 体 数 モー ド 


は 68 で , marker と し て B 群 ,G 群 に 1 個 ず つの 
異常 を 有 し て いた (Fig.1). 


染色 体 数 の 分 布 ・Table 1 に 示す よう に 未 感染 対 
E] HeLa 細胞 の 染色 体 数 の 分 布 は 66 一 68 に 集中 し 68 — 
を 示す 細胞 が 65% を 占め た ・. 一 方 , ECHO ウイ ルス 


ECHO v 4 v 41178 の HeLa 細胞 の 染色 体 に 及ぼ す 形 態 的 変化 


'Table 1 
in the cells OÍ carrier state EX ECHO virus 


type 11 and non-infected HeLa cells. 


io REMEDIA CNN QU MC 
A. Some hezo) triploid ~> -| total 
| TENEANT 
ploid [62163 | 4|e5| 66 [67 [68 [69 cells 
JUN 1: lololololzlshalo| zo 
TT ate! 1 |1l4|16l5l9|I11|2|1| 40 


Table 2 Karyotyping in non-infected HeLa 


cells. 


b dd | 


| ungrou -lpn 
AiÍB|C D|E F G ped Total 


number 

of cell 
1 9 6! 22 p g 6 7| 68 
2 9 623 o 8 d 6 68 
3 9 E 8| 9| 7| 6 68 
4 9. 5 8| gl 7| 7| 66 
5 9 jd 19|10| 10| 7| 7 68 
6 9| 6 17/9 13) 7| 7 68 
7 EE 13| 6| 6 68 
8 lol 619/10 u| 7| 5 68 
9 10: ud 9 1 "1 7| | . 68 
10 tol 7117 10! 40 "a 68 
11 10| 4 20110|io| 7| 7 68 
12 121. 9^ 10r 766 6| 67 
13 E s22 8| 12 6: 5 68 
14 10 5 17| 9i13| 7! 7 68 
15 10 Bla 9110| 7| 6 67 
16 9 6:21 8 10| 7| 5| 1 67 
17 9 s|20 9|11| 7| 6 68 
vs 9| 6'20| 9|11| 6| 6| 67 
xd o 6/19 10! 11 6 7 on 
20 | hesaploid — — | io 

number of| 8 18]. 14! 10 

Increase | 19 19 19 19 

number of 7 118| 5 | 

decrease 19:19 19 | 


Remarks In the column of number of increase 

and decrease, numerator mean the 
total cells examined and denominator 
mean cells associated with changing 


the chromosomes. 
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. Table 3 Karyotyping in carrier state HeLa 


cells. | 
WT 
N [AJB[C|D|E| E G| あ 』。 | Total 
number A 
of cell 4| |. 1 ' 
l 10| 5/18) 9| 9| 7| 6|. 64 
2. |12| 5]18, 9| 8| 6| 6 64 
3 12| 5|16| 9|11| 6| 6 65 
4 12] 6|14| 8, 9| 8| 7 64 
(5 12| 4|16|10| 9| 7| 9 67 
6 10. 5I20| 8| 8| 6] 6 63 
z 11| 5/18, 8| 7| 9| 9 67 
8 9| 4|20| 7| 9| 8| 7 2 66 
9 10| 5|16|10| 7| 7| 8 63 
10 |10| 5|21| 8| 7| 7| 6 64 
11  |10| 6|20|10| 7| 7| 5 64 
12 10| 5|19, 9| 9 7| 7 66 
13 9| 7118| 10| 7| 8| 6 65 
14 9|.5|21| 9| 8| 7| 7 66 
15 10| 5/19]12]10| 7| 4 67 
16 12) 6|18|12| 8| 7| 4 67 
d? 11| 5|18| 9| 8| 7| 5 63 
18 ti| SI18! 7 11| 7| 6 65 
19 11| 5|17|110| 9 7| 8|. 67 
..20 9| 6|18| 9|10| 8| 7 67 
21 |10| 5|17|.8|10| 7| 7 64 
22 9| 6/18| 9|10| 7| 7 1 65 
23 10; 4|19| 9| 7| 7, 7 63 
24 10| 4/19! 9| 7| 7| 9 65 
25 9| 6116/10] 9| 7| 9 66 
26 10| 6116] 810| 81 8 66 
27 10 6! 19 9 10| 6| 7 67 
28 10| 6'17| 9|10| 7| 8 67 
29 ^ |10 6 18 ji^ ug 9 68 
30 9| 6/1 9| 8| 719 62 
3i 9 a 101 91 7| 9 68 
32 — Dicentric and acentric 66 
us texaploid 118 
34 10; 6:20| 8| 9| 7| 7 6T 
35 9 6 19| 9!10| 7| 6 67 
36 10| 6 18| 8I10| 7| 7 66 
37. ii| 6!19| 8 8| 7| 7 6T 
38 Jail s|19 o | 7. 7 69 
39 10| 6/201 9| 9| 7| 6 68 
| 
40 10| 6 183! 9 9 7| 7|Double | 66 
pos | | minutes 
number of| 29 | us 34| 25 
increase a | |38|38|38 | 
number of 25 38. 12| 
decrease 38,38 38! | 
Remarks : see Table 2. 
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Table 4 Summary of variability in number 


of karyotyping of noninfected and carrier state 
HeLa cells with ECHO virus type ll. 


Karyotype (number) 


HeLa Cells e —— 
AlBlclplglgsle 


increase E lev 
19 | 19 | 19 


6 El 15 | 14 | 10 


non- 
infected | 
decrease | 


ョ ーーーーーーーーー. ーーーーーーーーー | ーーーーーー 一 - |--ーー ニ ーーーーー 


ーーーーーーー | ーーーーーー 一 


34 | 25 


| 
increase 29 | 13 


carrier- 
state 


decrease . 
| | 388 1 38 | 38 


11 型 持続 感染 細胞 の 分 裂 像 で は , 62 一 69 と 広く 分 布 し 
679 の モー ド 数 を 示す 細胞 が 28% で あっ た . また 対照 妖 
も 持続 感染 細胞 群 も その ほとん ど が 5 倍 体 城 に 属し 6 
ki nen 1 個 ず つ で あっ た . ーー 

核 型 分 析 : 非 感染 HeLa 細 胞 20 個 及び ECHO ウイ 
ルス 11 型 に よる 持続 感染 HeLa 細胞 40 個 に つい て 観 
穴 さ れ た 委 色 体 の 群 別 と その 敷 を それ ぞ れ Table 2 及 
び Table 3 に 示し , と れ ら を まとめ て Table 4 i 


Ui. 


` 


fh — 8j 


非 感染 HeLa 細胞 20 個 の うち , 6 倍 体 細 胞 1 個 が 
混在 し て いた の で と れ を 除い た 3 倍 体 細胞 19 個 に つい 
て 染色 体 数 の 増減 を 各 群 別 毎 に 調べ た 結果 , A 群 で 
は 8 個 , 下 娠 は 15 個 ,F 群 は 14 個 。G 群 は 10 個 の 細胞 
(に それ ぞ れ 委 色 体 数 が 増加 し て いる の を 認め た . また , 
B 群 染色 体 は 被 検 細 胞 19 個 中 7 個 , C 群 で は 18 個 , 1 
群 は 5 個 の 細胞 染色 体 数 の 減少 を 認め た . 

それ に 反し て ECHO ウイ ルス 11 型 に よる 持続 感染 
細胞 40 個 中 に 6 倍 体 細胞 1 個 と multiple aberation 
を 示し 核 型 分 株 が 出来 な か っ た 細胞 1 個 が 含ま れ て い 
KOT, と これ ら を 除い た 残り の 538 個 の 細胞 に つい て 観 
察し た と と ろ ,A 群 染色 体 は 29 個 ,E 詳 は 13 個 , FERE 
54 個 , G 放 は 25 個 の 細胞 で 染色 体 数 が 増加 し , 特に 
群 を 除く 各 群 染色 体 数 の 増加 は 非 感染 細胞 の 場合 より 
閉 明 で ある と 考え られ た . 一 方 , B 群 は 25 個 , C 群 は 
被 検 全 細 胞 (38 個 ) , D 群 は 12 個 の 細胞 染色 体 数 の 
減少 を 認め , と れ は 非 感染 細 胸 の 場合 に 比べ て 3 群 と 
も その 減少 の 領 向 が 著しい と と が 明らか で あっ た . 

以上 の 所 見 か ら , ECHO ウイ ルス 11 型 の 持続 感染 
HeLa 細胞 で は , BER, CHE, D 群 染色 体 の 著 明 な 減 
少 と と れ を 代償 する か の よう に , 1 2 
の 染色 体 数 の 増加 が み ら れ た . 

染色 体 の 形態 的 変化 : Fig. 1, 2, 3, (CR d RS 
に 持続 感染 細胞 群 の 5 % に に 二 動 原 体 dicentric と 断 
Fr の double minutes の 染色 体 異常 を 見 た . 


marker chromosomes 
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Fig 3 double minutes 


著者 は ウイ ルス 感 炒 に お ける 組織 培養 細胞 の 染色体 に 未 感染 細胞 は 放出 ウイ ルス の 感染 を うけ る と と が 考 
変化 を 系 統 的 区 追 宛 し た いと 考え , 先ず , その 形態 変 えら れる . そ し て 細胞 に よっ て は lytic cycle. を 示す 
化 に 主眼 を お いて 。 ECHO ウイ ルス 11 型 に よる 持続 ” と と も 当然 予想 され る わけ で ある が , ROIEBORTSR 

感染 HeLa 細胞 の 場合 に つい て 観察 を 行なっ た . 本 . に 当っ て は , 浮 遊 細 胞 は すべ て 洗い 去っ て , ガ テス 壁 


実験 に 使用 し た 持続 感染 系 は 10 を 0 TCDso/o.gml の —— . 示 分 に 固着 し て いる 細胞 だ け を 缶 離 し て 用 いる てこ と に 
ECHO 11 型 ウイ ルス を 放出 し で いる の で 培養 期間 中 努め た 。. 本 持続 感染 HeLa 細胞 は その 分 侍女 細胞 の 
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すべ て に ECHO ウイ ルス 11 型 の genom が 保持 され て 
いる か どう か は 直接 確 め て いる わけ で は な い . と の よ 
うな 持続 感染 細胞 を 用 いて 核 型 の 分 析 を 行ない , 対照 
と し て 未 感 染 の 継 代 HeLa 細胞 に つい て 同様 の と と 
を 行なっ た の で ある が , 核 型 分 折 を すべ き 被 検 細胞 数 
を 充分 に 多く (対照 非 感染 HeLa azn ROR E 
感染 細胞 40 個 ) 観察 する と に よっ て 異常 の 有無 を 検 
定 す る と と が 出来 る と 考え た . 核 型 分 析 は Denver 
の 方 式 友 従っ て 染色 体 の 太 さ や centromere の 位置 
と よっ て 未 感染 細胞 及び 持続 感染 細胞 の 核 型 分 折 を 比 
較 す る 一 方 , 染色 体 数 の 変動 を 観察 し た . 既 述 の よう 
ic, ECHO ウイ ルス 1 1 型 に よる 持続 感染 HeLa 細胞 
で は 未 感染 細胞 の 場合 より B 25, C 群 及 び D 群 染色 体 が 


それ ぞ れ 減少 し , それ を 代償 する か の よう に A 群 ,F 群 こ 


及び G 群 染色 体 が 増加 し て いる . し か も と れ に は dic- 
entric や double minutes の 形態 変化 (Fg, 2, 3) を 
伴っ て いる と と が 注目 さる べき 現象 で あっ た ・ 


な 異常 所 見 は Saksela 等 (1965) o. 海老 名 , 高橋 等 
(1969) の パラ イン フル エン ザ 是 A2 ウ イル ス 感 染 ヒ ト 


胎児 細胞 や HeLaS3 細胞 で も C 詳 及び F 群 の 染色 体 の 


結 


ECHO ウイ ルス 11 型 と HeLa 細胞 の 組合 せ で 得 


られ た 持続 感染 細胞 の 染色 体 の 形態 変化 を 未 感 染 細 胞 。 


の それ と 比較 検討 し た 結果 次 の よう な 所 見 を 得 た . 
(1) 持続 感染 細胞 の 染色 体 数 は 未 感染 細胞 の それ よ 
り 分 散 度 が 広い と と が 判っ た . 


(2) Bimota BE, CRU DEO 


減少 し 。 それ を 代償 する か の よう に 4^ 群 ,F 群 , GE 
の 染色 体 が 増加 し た . | | 
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ECHO 
ウイ ルス 11 型 に よる HeLa 細胞 染色 体 の と の よう 


- 体 の ある も の 及び 七 群 に 


fg 。 Bj 


変動 と いう 範 購 で は 一 致し てい た. 一 方 Nicholes 
and Levan 等 (1962) は 麻疹 患者 , Aurea (1963, 1965) 
ARKE, 流行 性 耳 下 線 炎 及び 麻疹 患者 , Makino_and 
Sasaki (1966) は 無菌 性 航 膜 炎症 例 及 び 民 uroki et al 
(1966) は 風疹 感染 例 に つい て それ ぞ れ 患者 の 白血球 
の 核 型 分 析 を 行ない 切断 像 や 細 粉 化 像 を 観 侍 し 特に , 
Nicholes and Leven?$ (1962) ic k 5 & ARCHI Zeth, 
LUCES O Ult 23 35 5 0D 
で は な いか と いう . と の よう だ だ ,」 ヒ ト の ウイ ルス 感染 の 
場合 , 直接 BORM 白血球 の 核 型 変化 を 観察 し た 
所 見 は 著者 の 実験 例 で も 観察 さ た よう に K 頻 度 の 差 は あ 
る けれ ども dicentric や double minutes の 所 見 と 共 
通し て いる . し か し , 各 染色 体 君 内 で の 変動 や 形態 変化 
は 著者 の 場合 を 含め て 一 様 で な く , 一 定 の 関連 を 見 出 
す と と は 今 の と と ろ 困 難 で ある . し か し , 今後 実験 材 
料 と し て ウイ ルス や 細胞 の 種類 を 増す と 共に 最近 著 し 
く 進 歩 し つつ ある 染色 体 分 析 の 技法 や 観察 法 及び 整理 
法 を 導入 し , ウイ ルス 感染 所 伴う 感染 細胞 の 染色 体 の 
形態 変 比 だ け で な く 生 物 活 性 の 変化 を ぁ 指 標 と する と 
と に よっ て 一 定 の 関連 ず け が 得 ら れる も の と 考え る . 


z^ 


_ (3) 持続 感 T" 細胞 で は dicentric Fo double 
minutes の 異常 空 伴っ て いた . 

稿 を 終る に 当り , 終始 ご 懇切 な る ど 指 導 並 びと ご ど 校 
関 を 坦 り まし た 教室 主任 林 教 授 , 並び に 種々 御 助 言 を 
賜わり まし た 三 筐 助教 授 , ABCC 錬 石 博士 に 対し , DE 


甚 な る 謝意 を 表す と 共に , REESE NU 
位 に 深謝 を 表し ます . 
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